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Chi tosan has been not iced as "the f inal 
biomass" I which is one of polysaccharides and is 
wealthy in the reactivity because of the amino 
groups in the molecule. Here I we prepared four 
kinds of chitosan beads using the different 
chitosan dopes and coagulants. The porous beads 
gave the network structure on the surface and the 
porous sponge structure inside. The immobilized 
β-galactosidase was prepared by incubating a 
mixture of 340 uni t s of enzyme and 19 (wet) of 
porous chi tosan beads wi th 1% glutaraldehyde at 
pH5 and 250C for 1 hr. It showed the maximum 
activity at pH4.6 and 55t and the thermostability 
was slightly improved from 55t to 60t・ When the 
immobilized enzyme was used repeatedly over 8 
times under the condition of pH4.6， 40t and 10 
min， the activity was kept in the constant value 
without the reduction. These facts show that the 
porous chi tosan beads are useful as suports for 
the immobilization of enzyme. 
*材料化学科
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1 .緒 J:3 
キトサンは分子内にアミノ基を持つセルロース類似の多糖類で化学反応性に富み、酢酸
等の有機酸水溶液に容易に溶解し、繊維、フィルム、ビーズ、ゲル等の成形加工が可能な
生体高分子材料であり、多くの研究者により広く研究されている[1-9]。我々はこれまで
に湿式紡糸や液晶紡糸により繊維を作製しその繊維特性について、また、各種条件下で製
膜を試みその膜特性等について検討してきた[10-18]。ここでは、キトサンの多孔性ビー
ズの調製法とビーズ構造の検討と、酵素 (βJヴラクトシダーゼ)の固定化担体として性能
(酵素固定化量、活性収率など)について検討した。
2.実験
2.1 ビーズの調製
市販キトサン(東京化成、脱アセチル化度約75%、重合度約4500)を5%過瑚酸ソーダ
水溶液中で"50C、30分間加温処理して低重合度(60)キトサンを準備する。 1.5wt%酢酸水
溶液に低重合度キトサンを溶かして7wt%キトサン溶液(ドープ)を準備した。また、こ
の溶液に添加剤として分子量1000のポリエチレングリコール(PEG1000)をキトサンの2倍
量 (200phr)同時に溶し込んだドープも準備した。一方、メタノール5%、水酸化ナトリ
ウム2%、蒸溜水93%の混合液を凝固液とした。注射器を用いて凝固液中にドープを滴下
してビーズを作った。ビーズは十分水洗した後水中に保存した。この膨潤したビーズは自
重の約8倍の水を含んでいた。
2.2 βガラクトシダーゼの固定化
キトサンビーズへのβヌゲラクトシダーゼ
の固定化は、池田らの固定化法[19]に準じ
て架橋剤にグルタルアルデヒドを用い、キ
トサンと酵素タンパクのアミノ基問にシッ
フ塩基を形成する担体結合法で行った。固
定化反応を図1に示す。
水膨潤状態のキトサンビーズ1g (wet) 
を25mlの蒸溜水中に入れ、 25%グルタルア
ルデヒド水溶液を 1ml加え、 250Cで1時間
撹持下で反応する。(第1段) このビー
ズを蒸溜水で十分水洗した後、 10mlの0.1H
酢酸緩衝液 (pH5 )に入れ、 βガラクトシ
ダーゼ(天野製薬ラクターゼF，比活性 8
証炉0¥
l…7.0 
CH.OH 
J一一O、
バ~H HYO、
H N・CH(CHz)，CHO
lnqα…αse 25・C，凶い8(5.0) 
CHzOH 
A一一O、
\-<~H HYO¥ 
(1st Step) 
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(2nd Step) 
.5 unit/時)の水溶液(2mg/ml)を20ml Fig.1 Immobilization scheme. 
加え、 250Cで1時間撹持下で固定化した。
(第2段) その後十分水涜し、冷蔵保存(日OC)した。 βガラクトシダーゼの固定化
量は反応残液の酵素濃度をローリ一法で求め、反応前の酵素濃度の減少から算出した。
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2.3 活性測定
測定は草桶らの方法[20]に準じた。所定量の遊離酵素または、固定化酵素(ビーズ)を
1.5 mlの0.1H酢酸緩衝液 (pH4.6)と2mlの150mHラクトース水溶液の混合液に加え、 400C
で10分間反応し、その後ただちに沸騰水中で‘5分間加熱処理して酵素反応を停止した。こ
のとき生成したグルコース量をグルコシュタット法[21]により求めた。但し、酵素活性の
1 un i tとは 1分間当たりに 1μmolのグルコースを生成する能力である。
2.4 走査電子顕微鏡観察
凍結乾燥したキトサンビーズに金蒸着し、その表面及び断面観察を目立S-510を用いて
行った。
3.結果と考察
表1に示す4種類のキトサンビーズを作製した。ビーズA及びDのSEH写真を図2に
Tab. 1 Preparation of chitosan beads. 
code Dp dope conc. additive coagu I a nt
A 60 7% mixture of HeOH and aQu.NaOH 
B 60 7% 1.4お aQu.NH3 
C 60 7% PEG mixture of HeOH and aQu.NaOH 
D 770 1.4% mixture of HeOH and aQu.NaOH 
示す。ビーズAの表面には約1.8μの網目組織が見られ、内部は中心部から放射状に多孔
組織が形成されている。ビーズBの表面には多くのしわが見られたが、網目組織は形成し
なかった。アンモニア水凝固液の場合、その蒸気によりドープを滴下する前に空気中で凝
固し始め、ビーズ作製に適さなかった。ビーズCの添加剤 (PEG1000， 200phr)効果は大
きくなく、ビーズAと比べて内部多孔構造はより粗く破損しやすくなったが、表面構造は
同様の網目状であった。キトサン分子量(重合度)効果はドープ濃度と関連するが、ビー
ズDに見られるように分子量が増大すると表面組織は紋密になり、網目構造は形成しなく
なる。断面構造はどのビーズでもほぼ同様で、ビーズDの断面写真から明らかなように内
部多孔構造は均質で・なく、中心部が最も粗くビーズ表面に近付くにつれて密になる。
これらのビーズを用いてβガラクトシダーゼを固定化したときの固定化量、活性及び活
性収率を表2に示す。
Tab.2 Amount of enzyme immobil ized by chitosan beads， activity and its yield 
code bead size Amount of enzyme Activity Activity yield 
(mm) * immobil ized -. (mg) (units) * (%) * 
A 2. 3 12. 5 12. 5 3. 7 
B 2. 7 9. 7 1 1. 6 3. 4 
C 2. 3 1 1. 9 12. 2 3. 6 
D 2. 3 9. 8 1 1. 9 3. 5 
* per 1 g (wet) beads 
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Fig.2 SEH photographs of chitosan beads A; a)surface， b)cross-section， 
and beads 0; c)surface， d)cross-sect ion. 
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網目状の表面構造を持つビーズAとCは、網目組織のないビーズBとDより固定化量が多
く、活性及び活性収率もやや高い値を示した。以下の実験ではビーズAについて行った。
固定化反応(pH 5 )におけるβガラクトシダーゼ濃度の影響を調べた結果を表3に示す。
Tab. 3 Effect of the amount of enzyme added on 
the immobil ized β-galactosidase activity. 
Added Immobil ized * enzyme enzyme 
activity activity Activity yield 
(mg ) (units) (mg ) (units) (%) 
1 0 85 5. 7 9. 4 1 1. 0 
20 170 6. 3 1 1. 4 6. 7 
40 340 12. 5 12. ち 3. 7 
60 510 19. 4 14. 9 2. 9 
80 680 25. 3 15. 3 2. 3 
* per 1 g (we t) beads A. 
高濃度ほど固定化量は増大しそれに伴い固定化酵素の活性は増大したが、活性収率(加え
た酵素の活性を100としたときの固定化酵素の活性)は逆に減少した。
次に加える酵素量を40rngに一定にしたときの固定化量に及ぼすpHの影響を調べた。結
果を図3に示す。固定化量はpH5で最大を示した。この弱アルカリ性領域で固定化量が大
きいのはグルタルアルデヒドの反応性によるためである [19]。
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Fig.3 Effect of pH on the amount ofβ-galactosidase coupled with 
chitosan beads A at 250C for 1 hr. (40rng enzyme added) 
以上の結果を基にビーズAを用いpH5 ，加える βガラクトシダーゼ‘を40rngの反応条件下
で回定化βJヴラクトシダーゼを作製し、その性質を調べた。
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固定化βガラクトシダーゼの酵素活性のpH依存性を図4に示す。固定化酵素の至適pH4
は遊離酵素のpH5より酸性側に移動した。このような現象はポリカチオニックな担体に酵
素固定化した場合によく見られるもので、固定化酵素の局所的な雰囲気のpHの変化による
と説明されている[19，22]。
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Fig.4 Effect of pH on the activity ofβ-galactosidase at 40 OC; ・:immobilized， ():native. 
固定化βガラクトシダーゼの酵素活性の温度依存性を図5に示す。固定化酵素の至適温
度は5---600Cで遊離酵素の50---550Cより多少高温側に移動した。このような傾向は他の多
くの固定化酵素でも認められている。
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Fig.5 Effect of reaction temperature on the activity of 
β-galactosidase at pH4.6;・:immobil ized， O:native. 
固定化βpゲラクトシダーゼの熱安定性を図6に示す。測定はpH4.6の酢酸緩衝液1.5ml 
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中、所定温度で30分間加熱後400C(活性測定温度)にしてから基質溶液 (150mHラクトー
ス水溶液)を 2ml加え、活性測定した。遊離酵素の活性がほとんど消失する600Cでも固定
化酵素は65%の活性を保持していた。固定化により熱安定性は増大した。 700C以上では遊
離及び固定化酵素共に活性を失った。
100 
~80 
〉、
主60
u 
'刀
.~40 
nj 
ω 
江 20
06 10 20 30 ムo 50 60 
Teπperature(OC) 
80 
Fig.6 Thermostabi I itv ofβ-galactosidase;・:immobil ized. ():native. 
Activitv was determined at 40 oC and pH4.6 after incubation at each 
temperature for 30 min. 
固定化酵素の反復使用に対する活性の安定性は、工業的利用にとり重要であり、多くの
固定化酵素についてその安定性が調べられている。ここで作製した固定化β刀ラクトシダ
ーゼを反復使用したときの活性変化を図7に示す。 pH4.6， 400Cで10分間反応後活性測定
すると同時にキトサンビーズ(固定化β方ラクトシダーゼ)をF別回収し、反復使用した
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Fig.7 Effect of repeated use on the activity ofβ-galactosidase 
immobil ized on chitosan beads A at 40 oC and pH4.6. 
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ときの活性変化を測定した。 8回の反復使用に対し多少ぱらつきはあるが低下することな
く、ほぼ一定の活性を示した。このようにキトサンビーズを担体とする固定化βガラクト
シダーゼは十分反復使用可能であることが認められた。
最後に、回定化βガラクトシダーゼの動力学定数を求めるため、ラクトース濃度(S) 
50mH .. 300mHの範囲で・活性測定を行った。Lineweaver-Bu rkプロットを図8に示す。固
定化酵素、遊離酵素共に直線性が得られ、 Hichaelis-Henten型の速度式[23]に対応してい
ることが認められた。式(1)を適用してHichaelis定数 (Km)と最大速度(v max )を
求めた。結果を表4に示す。式(1)でvはv=d(P)/dtの反応速度(酵素活性)である。
( 1 ) 
Km 1 
Vmax ( s) 
十
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Vmax 
1 
v 
/' 
. 
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? ?
?「
? ? ?
〉 ?
20 
Lineweaver-Burk plots ofβ 由 galactos idase at 400C and pH4.6; 
O:native. (v:reaction rate， S:conc. of suhstrate) 
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Fig.8 ・:immobi J ized， 
Kinetic parameters for native and 
i mmobil i zed β-galactosidase. 
Km(mol/l) Vmax(units/mg) 
Tab.4 
8 17. 174 
? ?
Native 
Immobilized 3 
(理論的に求まる最大活性)は遊離酵素の
3. 278 
? ?
Vmax 
固定化酵素のKm値は遊離酵素
の1.6倍になり、酵素と基質の
親和牲がキトサンビーズに固定
化することにより低下すること
を意味している。 Km値が高く
なる傾向は、包括法による固
定化酵素の場合によく見られる。一方、
約1/5となった。
4.結論
キトサンビーズの作製法と βガラクトシダーゼの固定化担体としての性能及び固定化酵
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素の性質について検討して次の結果を得た。
低重合度キトサン (Dp=60)の7%キトサン/酢酸水溶液をドープとし、メタノール/水
酸化ナトリウム水溶液(5/95)の混合液を凝固液に用い、注射器でドープを凝固液に滴
下してビーズを作製したとき、ビーズ表面には網目組織が形成し固定化担体として最も適
したビーズができた。
固定化反応時のβyゲラクトシダーゼの仕込量(濃度)とともに固定化量は増大したが、
活性収率は減少した。また、固定化反応はpH5で最大固定化量が得られた。
固定化βガラクトシダーゼの至適pHは4で遊離酵素のpH5より酸性側に移動した。また、
至適温度は5-...600Cで遊離酵素より 50C上昇した。
固定化β刀ラクトシダーゼの熱安定性は遊離酵素が失活する600Cでも室温時の65%の活
性を維持し、熱安定性が増大した。
固定化βガラクトシダーゼの8回の反復使用において活性低下は生じなかった。
これらの結果より、ここで作製したキトサンビーズは酵素の固定化担体として有用であ
ると考えられる。
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